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摘要 
拟穴青蟹（Scylla paramamosain）是我国东南沿海重要的经济蟹类。本文以拟穴青
蟹为研究对象，采用动物生理学、分子生物学、生物信息学等方法和手段，研究了3种
小分子神经肽即红色素聚集激素（Red pigment concentrating hormone，RPCH）、亮氨
酸-脑啡肽（Leucine enkephalin，Leu-ENK）和甲硫氨酸-脑啡肽（Methionine enkephalin
，Met-ENK）的结构、特征和生殖调控功能。主要结果如下：  
（1）构建了卵巢成熟期青蟹胸神经团差异表达基因的cDNA 消减文库。该消减文
库包含了410条表达序列标签（Expressed sequence tags，EST）的有效信息，它们分属
于139个基因。其中，124个（89.2%）基因属于已知蛋白的同源基因，其余15个（10.8%）
基因属于未知功能的基因或新基因。基因功能聚类分析结果显示，青蟹卵巢成熟期的胸
神经团上调基因涉及多项生理活动，按照生物学功能可分为：细胞信号相关基因、细胞
周期与增殖相关基因、细胞的组织和发生相关基因、蛋白质/DNA/RNA及其他代谢相关
基因、转运相关基因、发育与生殖过程相关基因、能量代谢相关基因和免疫相关基因等。
青蟹胸神经团消减文库包含的大量的性腺成熟期上调基因信息，尚属首次报道。 
（2）获得拟穴青蟹卵黄蛋白原（spVg）基因组全长为9687 bp，包含一个近800 bp
的上游启动区、8个内含子和9个外显子。spVg转录组全长为7809 bp， 开放阅读框为7683 
bp，编码一个由2560个氨基酸组成的大分子蛋白质。同源性分析表明spVg归属于Vg家
族并且属于脂蛋白。实时定量表达分析显示：雌蟹spVg仅在卵巢、肝胰腺和胸神经团
中表达。其中，肝胰腺spVg表达量最高，其次是卵巢，而胸神经团表达量略低。随着
青蟹进入性腺发育期，卵巢和肝胰腺的spVg表达量的差异逐步增大。在发育早期，spVg
在卵巢产生较多，而在发育早期、发育期、将成熟期和成熟期卵巢Vg表达量变化不明
显；在将成熟期和成熟期，肝胰腺的spVg大量表达。表明此时卵黄发生的营养来源由
卵巢自身提供转变为主要依靠肝胰腺提供。我们认为青蟹肝胰腺spVg表达量的变化可
以作为青蟹生殖周期鉴定的一个指标。 
（3）获得的青蟹RPCH（spRPCH）cDNA 全长660 bp，开放阅读框为327 bp，编
码108个氨基酸。包含一个信号肽，一个RPCH成熟肽和一个RPCH相关肽。同源性分析
结果表明：spRPCH归属于RPCH/AKH家族。实时定量表达分析显示：spRPCH仅在神经
器官中表达。其表达量与性别相关性弱，与生殖周期相关性强。在雌蟹中该基因表达量
随生殖周期变化并呈现先上升后下降的趋势，其中视神经节spRPCH mRNA的表达量是
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三个神经器官最高的，也是与青蟹的性腺发育阶段相关性最强的。我们认为spRPCH参
与了青蟹的生殖调控过程。制备了高效的spRPCH多克隆抗体。用SABC免疫组化法对
spRPCH蛋白进行了详细的细胞定位，在青蟹视神经节、脑神经节和胸神经团的一些神
经细胞群中检测到阳性细胞。 
（4）使用小鼠Leu-ENK和Met-ENK抗体，用SABC免疫组化法对ENK蛋白进行了
详细的细胞定位，发现两种ENK均定位于神经细胞的细胞质中。Met-ENK抗体和
Leu-ENK抗体在青蟹的脑神经节和胸神经团均能检测到阳性细胞，但Leu-ENK抗体在神
经组织内检测到的阳性细胞较少。使用小鼠总ENK酶联免疫吸附测定试剂盒，在视神经
节、胸神经团和脑神经节中，检测到了不同含量的ENK。总ENK最低表达量出现在未
发育期雌蟹的视神经节，含量为0.217 ng/mL，最高表达量出现在将成熟期雌蟹的脑神
经节，含量为0.45 ng/mL。 
（5）检测了活体注射神经肽 RPCH、Leu-ENK 和 Met-ENK 对青蟹血清总蛋白、卵
巢指数（Gonad somatic index，GSI）、肝胰腺指数（Hepatopancreas somatic index，HSI）
和 spVg mRNA 表达量的影响。结果表明：PBS 和 Leu-ENK 注射对青蟹血清总蛋白量、
GSI、HSI 和 spVg mRNA 表达量没有显著影响。注射 Met-ENK 的青蟹血清总蛋白合成
明显受到了抑制，其 GSI 和 HSI 值也有降低，spVg 的表达量明显的降低。Met-ENK 能
够抑制青蟹蛋白合成，并且这种抑制作用呈剂量依赖性。RPCH 则起到了和 Met-ENK
完全相反的作用，注射 RPCH 的青蟹血清总蛋白持续快速上升，GSI 和 HSI 值也明显增
大，卵巢和肝胰腺的 spVg 表达量均显著增高。 
（6）检测了离体实验下 RPCH、Leu-ENK 和 Met-ENK 对青蟹卵巢发育的影响及时
间效应。直接添加 RPCH、Leu-ENK、Met-ENK 和 PBS 到体外培养的卵巢组织中，其
卵母细胞的生长并未受到影响，表明三者并不直接作用于性腺。在神经器官与卵巢联合
培养实验中，添加 Leu-ENK 和 PBS 后，卵母细胞直径的变化不明显；添加 RPCH 后，
卵母细胞直径明显增大并呈现剂量依赖性效应。在添加 Met-ENK 的条件下，卵母细胞
直径与对照组相比有减小的趋势，但差异并不显著。 
本研究成果为阐明青蟹生殖调控机制提供了重要的科学依据，也为养殖技术创新提
供了新的思路。 
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摘要 
VIII 
关键词：拟穴青蟹；小分子神经肽；红色素聚集激素；亮氨酸-脑啡肽；甲硫氨酸-
脑啡肽；卵黄蛋白原；消减文库；免疫组织化学；卵巢发育；神经内分泌 
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IX 
Abstract 
Mud crab, Scylla paramamosain (Estampador, 1949) is one of the important marine 
economical animals in southern China. All the animal physiology, molecular biology and 
bioinformatics research methods were used to study the structure, characteristics and 
reproductive regulation function of red pigment concentrating hormone (RPCH), leucine 
enkephalin (Leu-ENK) and methionine enkephalin (Met-ENK) in mud crab in this research. 
The main results of this study are as follows：  
 (1) A differentially expressed gene cDNA library of the thoracic ganglion mass on 
mature stage in mud crab was builded. This SSH cDNA library contained 410 EST. They 
belonged to 129 genes, 124 (89.2%) of the genes belonging to the known protein homologous 
genes. The rest 15 (10.8%) belonged to unknown or new functions of genes. Clustering 
analysis the function of these differentially expressed genes showed that these genes were 
involved in a variety of animals’ physiological activities. These genes contained cell signal 
related genes, cell cycle related genes, proliferation related genes, protein/DNA/RNA 
metabolism related genes, transport related genes, developmental and reproductive related 
genes, genes involved in energy metabolism as well as immune related genes. The building 
library contained a lot of information of the increasing genes in the mature stage of mud crab. 
It’s also the first time to report so large number of increased genes information in the study of 
mud crab. 
(2) The full length of the spVg gDNA is 9687 bp which containing an 800 bp upstream 
regulation area, 8 introns and 9 exons. The full length of the spVg cDNA is 7809 bp which 
containing a 19 bp 5’UTR, a 107 bp 3’ UTR, a 7683 bp open reading frame (ORF). The ORF 
encoded a protein containing 2560 amino acid (AA). The results of the homology analysis 
showed that spVg belonged to Vg family and the lipoprotein. Real time PCR showed that 
spVg only existed in ovarian, hepatopancreas and thoracic ganglion mass. The spVg has the 
highest expression in the hepatopancreas, following by the ovaries. The least is in the thoracic 
ganglion mass. As the mud crab stepping in the developing stage, the expression differences 
between the ovaries and hepatopancreas increased gradually. In the early development stage, 
spVg were produced in ovaries. In the nearly mature stage and mature stage, spVg were 
produced in hepatopancreas. It showed that the source of nutrition for ovaries comes from 
hepatopancreas instead of ovaries at that time. We proposed that the Vg mRNA expression 
level in the hepatopancreas is a appropriate identification index of the reproductive stage in 
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